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کیدهچ

ROS(Reactiveشـدت  ، درصـد و  DNA، آسیب )غلظت، تحرك و مورفولوژي(هدف از این مطالعه، مقایسه پارامترهاي اسپرمی:هدف

Oxygen Species) باشدواریکوسل میمبتلا بهافراد بارور و ناباروردر پارامترها،اینبینو همچنین ارتباط.

پارامترهـاي اسـپرمی بـر اسـاس     . باشدفرد بارور می32فرد مبتلا به واریکوسل و 83منی این مطالعه بر روي نمونه مایع:هامواد و روش
، آسـیب  )A3رنگ آمیزي کرومایسین (بود پروتامین ، درصد کم)WHO: World Health Organization(معیار سازمان بهداشت جهانی 

DNA روش (اسپرمTUNEL( درصد و شدت ،ROS)آمیزي رنگH2DCFDA ( در افراد بارور و نابارور مبتلا به واریکوسل مورد ارزیابی
.قرار گرفت

مبتلا به واریکوسـل نسـبت بـه افـراد     دهد که غلظت، درصد تحرك و مورفولوژي طبیعی اسپرم در افرادنتایج این مطالعه نشان می:نتایج
داري طور معنیمثبت بهROS، کمبود پروتامین و درصد اسپرم هاي DNAعلاوه بر این، درصد آسیب. داري کمتر استطور معنیبارور به

. باشددر افراد نابارور مبتلا به واریکوسل بالاتر می

فراد مبتلا به واریکوسل علاوه بر کاهش کیفیت پارامترهاي اسپرمی، بر سـلامت  افزایش استرس اکسیداتیو و دماي بیضه در ا:گیرينتیجه
.دهدثیر منفی داشته و در نتیجه، روند اسپرماتوژنز و میزان باروري را تحت تاثیر قرار میانیز تکروماتین اسپرم

، پارامترهاي اسپرمی، استرس اکسیداتیوDNAواریکوسل، آسیب :واژگان کلیدي
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مقدمه

دستگاه تناسلی در مردان مسئول تولیـد، بلـوغ و انتقـال اسـپرم     
مولکولی در این سیستم ي وساختارکه هر گونه ناهنجارياست

هـاي  تـرین ناهنجـاري  یکی از رایـج ). 1(شودموجب ناباروري می
توانـد در رونـد اسـپرماتوژنز    کـه مـی  ساختاري دستگاه تناسـلی 

ش غیرطبیعـی وریـدهاي طنـاب    اتساع و پیچاختلال ایجاد کند،
).2(شــودکـه واریکوسـل نامیــده مـی   اسـپرماتیک بیضـه اســت  

ــاتولوژیکیهــايمکانیســم ــه  پ ــراي افــراد مبــتلا ب پیشــنهادي ب
وریدها، افـزایش دمـاي   اتساعهیپوکسی بیضه، شاملواریکوسل

مطالعاتطبق . باشدمیو غیرهافزایش استرس اکسیداتیو، بیضه
. باشدبه افزایش دماي بیضه حساس میژنز اسپرماتوروندگذشته 

میزان با توجه به اینکه در افراد مبتلا به واریکوسل افزایش دما به
گراد گزارش شده است، لذا این افزایش دمـا بـر   درجه سانتی6/2

-تواند منجر به تولید اسپرمثیر گذاشته و میاروي تکوین اسپرم ت
یکی از ).3(کروماتین شودبا آسیب ساختار هاي نابالغ و احتمالا

رویدادهاي مهـم در رونـد اسـپرماتوژنز جـایگزینی هیسـتون بـا       
بنـدي کرومـاتین اسـپرم    پروتامین است که نقش مهمی در بسته

اسـپرم، DNAآسـیب  همچنین یکی از دلایـل  ). 4(کندایفا می
تواند منجر به است که میبندي کروماتینناشی از نقص در بسته

شـود و تولید بیش از حد اسـترس اکسـیداتیو   ناقصیسآپوپتوز
)5.(

ــه ــیژن   گون ــال اکس ــاي فع ROS: Reactive Oxygen(ه

Species( ،در صـورت  کهاند مشتق شدههاي اکسیژناز مولکول
-در نظر گرفته میمضر هاياکسیدانتفعالیت بیش از حد، جزء

، )O2°(شــــــوند و شــــــامل آنیــــــون سوپراکســــــید   
ــال پرکســیل، راد)H2O2(پرکســیدهیدروژن ــون )ROO°(یک ، ی

) OH°(و رادیکال بسیار فعال هیدروکسیل) ClO°(هیپوکلریت
.)6(باشندمی

توسـط  استرس اکسیداتیو شرایط فیزیولوژیک، مقادیر کمی از در 
یابی، واکـنش آکروزومـی و   شود که براي ظرفیتاسپرم تولید می

داتیواسـترس اکسـی  اما تولید بیش از حـد  . لقاح لازم استانهایت
منجر به تواندها میها مانند لوکوسیتو سایر سلولتوسط اسپرم

اسـپرم  ي، کاهش تحرك و اختلال در سلامت غشاDNAآسیب 
طور طبیعی در پروستات و سـمینال  ها بهلکوسیت). 8و 7(شود

وزیکول وجود دارند و مسئول بخشی از استرس اکسیداتیو ایجاد 
در افـراد مبـتلا بـه واریکوسـل،     همچنین . باشدشده در انزال می

هـاي  هاي التهـابی موجـود در بیضـه ماننـد سـلول     افزایش سلول

عنـوان منبــع مهـم دیگــر ایجادکننـده اســترس    ، بــهسـل ماسـت 
.)9(اکسیداتیو در این افراد است

دلیل دهد که اسپرم افراد مبتلا به واریکوسل بهمطالعات نشان می
ر سیتوپلاسـم و همچنـین   اکسـیدانتی د هـاي آنتـی  کمبود آنزیم

وجود اسیدهاي چرب غیر اشـباع در غشـاي پلاسـمایی در برابـر     
بنـابراین اسـترس   .پذیر اسـت هاي اکسیداتیو بسیار آسیبشوك

ناشـی از اسـترس، از عوامـل عمـده     DNAاکسیداتیو و آسـیب  
کـه در نهایـت   ،ایـن افـراد اسـت   کاهش کیفیـت مـایع منـی در   

. )11و 10(تحت تاثیر قـرار دهـد  تواند موفقیت در باروري رامی
افـزایش  پارامترهـاي اسـپرمی،  کیفیت همچنین علاوه بر کاهش

.)12(همـراه دارد هاي بعد را بـه در نسلهاي ژنتیکی خطر نقص
بیشتر مطالعات در افـراد مبـتلا بـه واریکوسـل، کـاهش کیفیـت       

. دهنـد را نشـان مـی  DNAپارامترهاي اسپرمی و افزایش آسیب 
روش هاي مختلفی جهت درمان واریکوسل استفاده می بنابراین،

شود، که در برخی مـوارد، واریکوسـل را بـه هـدف جلـوگیري از      
کنند ولی در بیشتر موارد، هدف از درمان پیشروي آن درمان می

واریکوسل افزایش میزان باروري از طریق بهبود عملکرد بیضـه و  
برخی از مطالعـات  که در طوريمنی می باشد، بهپارامترهاي مایع

پس از درمان از طریق عمـل جراحـی، بهبـودي در پارامترهـاي     
دنبال آن ایجاد حاملگی در و بهDNAاسپرمی، کاهش در آسیب 

).14و 13(شودهمسران این افراد مشاهده می

هاي متعددي که مکانیسم پـاتوژنز واریکوسـل بـر    با وجود نظریه
قطعیطور تواند بهچ یک نمی، اما هیکندمیعملکرد بیضه را بیان 

اسـپرماتوژنز و بـاروري مـردان    رونـد ، اثر واریکوسل را بر واضحو 
).15(بیان کند

غلظت، تحـرك  (هدف از این مطالعه، مقایسه پارامترهاي اسپرمی
اسـترس اکسـیداتیو بـین    سطح و DNA، سلامت )و مورفولوژي

مچنین ارتبـاط ه.باشدافراد بارور و نابارور مبتلا به واریکوسل می
، کمبود پروتامین، DNAآسیببا درصد ی بین پارامترهاي اسپرم

واریکوسـل  و نابارور مبتلا بـه بارورافراددر ROSشدت درصد و 
.گیردمورد بررسی قرار می

هااد و روشمو

این مطالعه در کمیته اخـلاق بـراي تحقیقـات    :انتخاب بیماران
وري و ناباروري اصفهان به انسانی، در پژوهشکده رویان و مرکز بار

افراد شرکت کننده در ایـن مطالعـه بـه دو    . تصویب رسیده است
مرد نابارور مبـتلا بـه   88گروه تقسیم شدند، که گروه اول شامل 
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معیارهاي ورود این افراد به مطالعـه، شـامل   . باشندواریکوسل می
حالـت  در ایـن (IIاندازه بیضه طبیعی و واریکوسل بالینی درجه 

در ایـن  (IIIو درجـه  ) ساع وریدهاي بیضه قابـل لمـس اسـت   ات
افـراد  . باشـد مـی ) حالت اتساع وریدهاي بیضه قابل رؤیـت اسـت  

ــت ادراري،    ــابقه عفون ــپرمی، داراي س ــپرمی، لوکوسیتواس آزواس
فلتر و ناباروري بـا فـاکتور زنانـه از مطالعـه حـذف      سندرم کلاین

اندید اهداي جنـین  افراد ک(فرد بارور 32گروه دوم شامل . شدند
عنـوان گـروه کنتـرل در نظـر     باشند که بهمی) یا تعیین جنسیت

از افراد شرکت کننده در این مطالعه رضایت نامه . شوندگرفته می
کتبی گرفته شد و یک پرسشنامه حاوي اطلاعات شخصـی، نـوع   

.ناباروري و مدت زمان ناباروري تکمیل گردید

روز 4تـا  3منی افراد، بعد از نمونه مایع:منیآوري مایعجمع
منی افـراد از لحـاظ   نمونه مایع. آوري شدپرهیز از مقاربت جمع

بر اساس معیار ) غلظت، تحرك، مورفولوژي(پارامترهاي اسپرمی 
2010WHO: World Health(ســازمان بهداشــت جهــانی 

Organization(  کمبود پروتـامین ،)    رنـگ آمیـزي کرومایسـین
A3( ــیب ــترس ) TUNELش رو(DNA، آســ ــطح اســ و ســ

.مورد بررسی قرار گرفت) H2DCFDAرنگ(اکسیداتیو 

غلظت نمونه اسپرمی با استفاده از : ارزیابی پارامترهاي اسپرم
بـر  ) Makler Counting Chumber(دستگاه شـمارش اسـپرم   

وسـیله نـرم افـزار   حسب میلیون بر لیتر و میزان تحرك اسپرم به
CASA)Computer Aided Sperm Analysis(   بـر اسـاس ،

. مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت    ) 16(معیار سازمان بهداشت جهانی
Diff(کوئیـک  آمیـزي دیـف  مورفولوژي اسپرم با استفاده از رنگ

Quik (باشدصورت خلاصه به این ترتیب میبررسی شد، که به:

قرار میکرولیتر از نمونه رقیق شده را بر روي لام30تا 20حدود 
از تهیه اسمیر و خشک شدن در دماي اتـاق، در سـه   داده و پس

ــر روي لام(محلــول متــانول  ــوزین )جهــت تثبیــت ب جهــت (، ائ
آمیـزي  جهـت رنـگ  (Thiazine-likeو ) آمیزي سیتوپلاسمرنگ

DNA (پـس از خشـک   . گیـرد ثانیه قرار می30مدت ترتیب بهبه
اسپرم بـا اسـتفاده از  200شدن در دماي اتاق، در هر لام حدود 

از لحــاظ مورفولــوژي CASAمیکروســکوپ نــوري و نــرم افــزار 
.شودبررسی می

میـزان  :TUNELبا اسـتفاده از روش  DNAارزیابی آسیب 
ــیب ــتفاده از روش  DNAآس ــا اس TUNEL)Apoptosisب

Detection System Fluorescein, Promega, Mannheim,

Germany ( که توسط خیرالهی و همکـاران)توضـیح قـبلا ) 17
.باشدد که به شرح زیر میشداده شده، بررسی 

:PBS(منـی را توسـط محلـول بـافر فسـفات سـالین      ابتدا مایع

Phosphate Buffer Saline (  شستشو داده و با تهیه اسمیر بـر
بـر  . شـد آمیزي رنگTUNELروي لام، طبق دستورالعمل کیت 

به انتهـاي  rTdTاساس این روش رنگ فلئورسنت توسط آنزیم 
3DNA-OH) ــته ــات شکسـ ــال مـــی) DNAقطعـ ــد اتصـ یابـ

بررسـی  .کنـد را نشاندار میfluorescein-12-dUTP ،DNAو
وســیله میکروســکپ رنــگ ســبز فلئورســنت مشــاهده شــده بــه

;BX51)100با بزرگنمایی فلئورسانس Olympus; Japan) در
هـاي  اسـپرم (مثبـت  TUNELناحیه خلفی سر اسـپرم، بیـانگر  

هاياسپرمدهندهنشانباشد و رنگ قرمزمی)DNAداراي آسیب
TUNELهاي با اسپرم(منفیDNAصورت که بهباشدمی) سالم

اسـپرم  500حـدود  درنمونـه هـر بـراي .شوددرصد گزارش می
.شودبررسی می

آمیـزي کرومایسـین   کمبود پروتامین با استفاده از رنـگ 
A3)CMA3:(آمیـزي درصد کمبود پروتامین اسپرم توسط رنگ

CMA3بیـان شـده، مـورد    ) 18(که قبلا توسط نصر و همکاران
منـی را در  نمونه مایع. شرح زیر می باشدبررسی قرار گرفت که به

) 3:1د استیک گلاسیال به نسـبت  متانول و اسی(محلول کارنوي
گـراد فـیکس کـرده و از آن    درجـه سـانتی  4دقیقه در 5مدت به

میکرو لیتـر محلـول   100هر اسلاید توسط . شوداسمیر تهیه می
,A3)CMA3,Sigmaکرومایسین  USA( ،)25/0گـرم در  میلی

10کـه حـاوي   (Mcllvain Buffer)الـوین میلی لیتر بـافر مـک  
ــی ــا  میل ــزیم ب ــد منی ــولار کلری ــه) =7pHم ــدت ب ــه 20م دقیق

هـا را  ي رنگ اضـافی، لام آمیزي شده و براي حذف باقیماندهرنگ
شســـته و توســـط ) PBS(در محلـــول بـــافر فســـفات ســـالین

.شـود بررسـی مـی  100×با بزرگنمایی میکروسکوپ فلئورسانس

-سر اسپرم. شوداسپرم بررسی می500براي هر نمونه در حدود 
ــوده، زرد    ــامین بـــ ــود پروتـــ ــه داراي کمبـــ ــایی کـــ هـــ

ــه) مثبــتCMA3(درخشــان هــاي صــورت درصــد اســپرمکــه ب
CMA3+ی هایی که داراي پروتامین طبیعشود و آنگزارش می

صـورت  باشـد و بـه  مـی ) منفیCMA3(بوده، رنگ زرد کم رنگ 
.شودگزارش می-CMA3هاي درصد اسپرم

در این مطالعـه ارزیـابی اسـپرم   : استرس اکسیداتیوارزیابی سطح
-H2DCFDA)DCFHمثبت بـا اسـتفاده از رنـگ   ROSهاي 

DA: 2’, 7’-dichlorodihydrofluoresceindiacetat,
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Sigma Co, USA (نالیز با دستگاه فلوسایتومتري انجام شـد  و آ
. داردH2O2گــر، حساســیت بــالایی نســبت بــه کــه ایــن نشــان

توضیح داده )19(طور که قبلا در مطالعه کیانی و همکاران همان
طور فعال به سلول وارد شـده و  بهDCFH-DAشده است، رنگ 

استات از هم شکافته شـده و  هاي ديبا عمل استراز سلولی، گروه
در حضـور  . شـود تشـکیل مـی  DCFHئورسـنتی  وترکیب غیر فل

شـود و رنـگ   اکسـید مـی  DCFبه DCFHپراکسید هیدروژن،
این ترکیب قادر به خروج . کندئورسنت سبز از خود ساطع میوفل

.از سلول نیست و با دستگاه فلوسایتومتري قابل ارزیابی است

آنالیز آماري

,18SPSS)SPSS, Chicagoافـزار  وسیله نـرم  آنالیز آماري به

IL, USA (    بـا اسـتفاده از آنـالیزDescriptive ،Correlation

Coefficient ،Independent- Sample T Test  مورد ارزیـابی
دار در نظـر  از لحـاظ آمـاري معنـی   >05/0pvalues. قرار گرفت
.شودگرفته می

نتایج

فـرد مبـتلا بـه   83شـامل  بررسی در این مطالعـه جمعیت مورد 
1جـدول  . باشـد فرد بارور مـی 32و IIIو IIواریکوسل با درجه 

مبـتلا بـه   افـراد نابـارور  توصـیفی پارامترهاي مربوط به اطلاعات 
در این مطالعه، میانگین سـن  .دهدو بارور را نشان میواریکوسل 

، میـانگین سـن افـراد بـارور     7/30±5/0افراد مبتلا به واریکوسل 
و 7/26±5/0ترتیب ها بهمسران آنو میانگین سن ه08/1±6/36
همچنین میانگین مدت زمان ناباروري . باشدسال می8/0±2/32

).1جدول(سال است1/2±1/0افراد مبتلا به واریکوسل 

باروروواریکوسلناباروردر افرادتوصیفیپارامترهاي:1جدول 

ي استانداردخطا±میانگین حداکثرحداقلگروهپارامترها

)لیترمیلی/ میلیون 106(اسپرمغلظت
2/01271/27واریکوسل ± 8/2

252003/77بارور ± 2/6

درصد تحرك اسپرم
006/849/39واریکوسل ± 4/2

9/234/945/66بارور ± 9/2

درصد مورفولوژي غیرطبیعی اسپرم
981002/99واریکوسل ± 07/0

71975/88بارور ± 9/0

)ترمیلی لی(حجم 
5/07/94/3واریکوسل ± 19/0

5/16/87/3بارور ± 28/0

)سال(سن مرد 
22467/30واریکوسل ± 5/0

28556/36بارور ± 08/1

)سال(خانمسن 
17407/26واریکوسل ± 5/0

26452/32بارور ± 8/0

سال(مدت ازدواج 
2178/3واریکوسل ± 3/0

2214/11بارور ± 9/0
08/0171/2واریکوسل)سال(مدت ناباروري  ± 1/0

نابـارور در افـراد بـارور و  یپارامترهـاي اسـپرم  مقایسه
واریکوسل

غلظـت، درصـد   میانگین پارامترهـاي اسـپرمی شـامل    1نمودار
افـراد بـارور و   را دردرصد مورفولوژي غیرطبیعی اسپرم وتحرك

در افـراد  غلظت اسـپرم .دهدواریکوسل نشان مینابارور مبتلا به 
داري کمتـر  طور معنـی به) 1/27±8/2(نابارور مبتلا به واریکوسل 

همچنین درصد). >001/0p(باشد می) 3/77±2/6(از افراد بارور 
) 9/39±4/2(در افراد نابارور مبـتلا بـه واریکوسـل    تحرك اسپرم

ــه ــیب ــور معن ــارور  ط ــراد ب ــر از اف اســت ) 5/66±9/2(داري کمت
)001/0p<.(در افــراد درصــد مورفولــوژي غیرطبیعــیعــلاوه بــه

داري طـور معنـی  بـه ) 2/99±07/0(نابارور مبـتلا بـه واریکوسـل    
). >001/0p(باشدمی) 5/88±9/0(بیشتر از افراد بارور 
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)*>05/0p،انحراف معیار±میانگین (واریکوسل ناباروربارور وافرادمقایسه پارامترهاي اسپرم بین :1نمودار 

انحـراف معیـار،   ±ن یمیـانگ (واریکوسل نابارور بارور و افرادمثبت بین TUNLمثبت و CMA3درصد اسپرم هاي ،ROSدرصد مقایسه شدت و:2نمودار
05/0p<(*

ــیب  ــه آس ــترس  DNAمقایس ــامین و اس ــود پروت ، کمب
نابـارور مبـتلا بـه   بـین افـراد بـارور و   اسپرماکسیداتیو
واریکوسل

ارزیـابی  TUNELبا اسـتفاده روش اسپرم DNAآسیب درصد 
در )مثبتDNA)TUNELهاي داراي آسیب درصد اسپرم. شد

و 2/16±9/0ترتیـب  واریکوسـل و بـارور بـه   افراد نابارور مبتلا به
افـراد نابـارور   در DNAآسـیب  درصـد  بنابراین.است7/0±1/8

داريطـور معنـی  بـه بـارور افـراد واریکوسل نسـبت بـه   مبتلا به
)001/0p<( کمبـود پروتـامین بـا    نتایج بررسـی  .باشدمیبیشتر

درصـد اسـپرم  دهد که نشان میCMA3آمیزياستفاده از رنگ
واریکوسـل و بـارور   افراد نابارور مبتلا بـه مثبت در CMA3هاي 

نیـز که این پـارامتر باشدمی1/28±9/1و 07/46±6/1ترتیب به
طـور  بـارور بـه  افـراد ل نسبت به واریکوسافراد نابارور مبتلا بهدر 

.استبالاتر ) >001/0p(داريمعنی

و بـا اسـتفاده از   DCFآمیـزي  استرس اکسیداتیو بـا رنـگ  سطح 
ROSهـاي  درصد اسپرم. شده استفلوسایتومتري ارزیابی آنالیز

ترتیـب  واریکوسـل و بـارور بـه   افـراد نابـارور مبـتلا بـه    مثبت در 
ــود7/21±6/3و 6/3±7/38 ــه ب ــه  درک ــتلا ب ــارور مب ــراد ناب اف

بـوده داري بـالاتر طـور معنـی  بـه بارور نسبت به افرادواریکوسل
)001/0p<(، اما شدتROSواریکوسـل افراد نابارور مبتلا بهدر
طـور  بـه ) 92/80±05/7(بارورافراددر مقایسه با ) 9/1±04/35(

).2نمودار (تر استپایین) >001/0p(داري معنی
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، کمبـود  DNAآسیببا درصد یهاي اسپرمارتباط پارامتر
استرس اکسیداتیوشدت درصد و پروتامین، 

غلظـت، تحـرك، مورفولـوژي    (ی بین پارامترهاي اسـپرم ارتباط
درصـد و  ، کمبـود پروتـامین،   DNAآسیببا درصد )غیرطبیعی

و نابــارور مبــتلا بــهبــارورافــراددر اســترس اکســیداتیوشــدت 
2جـدول  نتایج ارائه شده در . فتواریکوسل مورد بررسی قرار گر

غلظـت  ، بین واریکوسلافراد نابارور مبتلا بهدر که دهدنشان می
داري وجـود  معنـی مثبت و ارتباط ROSاسپرم با درصد و شدت 

همچنین بـین درصـد تحـرك اسـپرم و درصـد     . >p)05/0(دارد 
داري وجـود دارد  مثبت ارتباط مثبت و معنـی ROSاسپرم هاي 

)05/0p< .(داري بین درصد تحرك معنیارتباط منفی وعلاوه هب
افراددر .)2جدول(>p)01/0(وجود داردDNAآسیب اسپرم با 
هــاي اســپرم(درصــد کمبــود پروتــامین   فقــط بــین  بــارور 

CMA3ــاط ) مثبــت ــا غلظــت و تحــرك اســپرم ارتب ــی وب منف
.>p)01/0(داري وجود داردمعنی

هـاي  رصـد اسـپرم  د(DNAارتباط بین میـزان آسـیب  3جدول
TUNELهـاي  درصد اسـپرم (، کمبود پروتامین )مثبتCMA3

افراد در . دهدرا با یکدیگر نشان میROS، درصد و شدت)مثبت
داري بـین درصـد   مثبت و معنیرابطه،واریکوسلنابارور مبتلا به

.وجـود دارد ) ROS)01/0<pمثبت و شـدت  ROSهاي اسپرم
آسـیب  دار و منفی بین درصد عنیمرابطهدر این افراد،همچنین

DNA و درصــدROS05/0(مثبــت<p(عــلاوه بــه.وجــود دارد
دار و مثبت بین درصـد کمبـود پروتـامین و شـدت     ارتباط معنی

ROS ــه  در ــتلا ب ــارور مب ــراد ناب ــد اف ــاهده ش ــل مش واریکوس
)05/0<p)(3جدول(.

نابـارور وبـارور افـراد دراسـپرم مثبـت CMA3و  مثبـت TUNELهاي رصد اسپرمد،ROSشدتودرصدبااسپرمیپارامترهايبینارتباط: 2جدول 
.واریکوسل

غلظت گروهپارامترها
)لیترمیلیدر هر میلیون106(

درصد 
تحرك 
اسپرم

مورفولوژي غیر درصد 
اسپرمطبیعی 

مثبت ROS درصد اسپرم هاي
-3/003/0**4/0**واریکوسل

-03/01/005/0بارور

ROS شدت
2/002/001/0*واریکوسل

-06/0-07/03/0بارور

درصد اسپرمTUNELمثبت
1/0-2/0*-09/0واریکوسل

3/0-2/0-2/0بارور

درصد اسپرمCMA3مثبت
06/0- 1/0-1/0واریکوسل

2/0-4/0*-4/0*بارور
**05/0p<01/0.  * شوددار در نظر گرفته میمعنیp<شوددار در نظر گرفته میمعنی.

.یکدیگر در افراد نابارور واریکوسل و بارورباROSمثبت، درصد و شدت CMA3مثبت، TUNELهاي درصد اسپرمبینارتباط: 3جدول 

شدتROSگروهپارامترها
درصد 

هاي  اسپرم
مثبت

TUNEL
اسپرم

مثبتهايدرصد اسپرم
CMA3

مثبت ROS هايدرصد اسپرم
07/0-3/0**2/0*واریکوسل

03/01/0-3/0بارور

ROS شدت
4/0**2/0--------واریکوسل

1/0- 04/0--------بارور

درصد اسپرمCMA3مثبت 
2/0--------2/0واریکوسل

2/0--------- 04/0بارور
 **05/0p<01/0.  * شودداردر نظر گرفته میمعنیp<شودر در نظرگرفته میدامعنی.
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بحث

ــاب    ــرم طن ــامپینی ف ــدهاي شــبکه پ ــه اتســاع وری واریکوســل ب
هاي گذشته تـا حـدودي   در دهه). 3(شوداسپرماتیک اطلاق می

ارتباط بین ناباروري و واریکوسل مشـخص شـده، امـا تحقیقـات     
باشـد، بـه   اخیر، بیشتر بر اساس مطالعات مولکولی و ژنتیکی مـی 

هاي جدیـدي  هاي بیشتر در این زمینه افقرسیاین امید که با بر
. براي درمان ناباروري در مردان مبـتلا بـه واریکوسـل، بـاز شـود     

، واریکوسل بر روي عملکـرد بیضـه  مورد تاثیردرنظریهترینمهم
تغییر در کارایی تبادل دما در داخل بیضـه و اخـتلال در فرآینـد   

اختلال در عملکرد یکی از عوامل). 11و 3(باشدز میاسپرماتوژن
اسپرم در افراد مبتلا به واریکوسل، اسـترس اکسـیداتیو ناشـی از    

ROSتولید بیش از حـد  ). 20(استرس دمایی در این افراد است

اسپرم، کاهش تحرك و توانایی اسـپرم در  يباعث آسیب به غشا
DNAاتصال به تخمک شـده و همچنـین آسـیب مسـتقیم بـه      

ر سـلامت ژنـوم جنـین و در نهایـت     اسپرم و اثرات غیرمستقیم ب
). 21و 20(کاهش باروري را به همراه دارد

دهد که در افراد مبتلا بـه واریکوسـل   نتایج این مطالعه نشان می
داري طـور معنـی  غلظت، تحرك و مورفولوژي طبیعی اسـپرم بـه  

تر است کـه بـا نتـایج مطالعـات دیگـر      نسبت به افراد بارور پایین
کید بیشتري بر این تئوري ااین نتایج ت). 23و22(مطابقت دارد

توانـد منجـر بـه نقـص در رونـد      دارد که افزایش دماي بیضه می
اسپرماتوژنز و در نتیجه مختـل شـدن تولیـد و تمـایز اسـپرم در      

مبـتلا بـه   افـراد در دهـد کـه   مطالعات نشـان مـی  .دشوها بیضه
مختلف هاي جمعیت رده،یسآپوپتوزمیزان با افزایش ، واریکوسل

اسـپرماتید و  ، هاي زایا، مانند اسپرماتوگونیا، اسپرماتوسیتسلول
هـاي تولیـد شـده از    عبور اسـپرم علاوه، به. یابداسپرم کاهش می

تحت تاثیر واریکوسل قرار گرفته و در نهایـت،  هاي منی ساز، لوله
.)24-26(شـود در این افراد میباعث کاهش تعداد اسپرم انزالی 

هاي سـرتولی باعـث   تواند با تاثیر بر سلولوسل میاز طرفی واریک
کـه از  شده،ها قبل از بلوغ کامل اسپرمواکوئله شدن و آزاد شدن

و داراي مورفولوژي غیـر  هاي نابالغاین طریق باعث حضور اسپرم
همچنین در افراد نابارور مبتلا بـه  . )22(شودمیدر انزال طبیعی 

ي آزاد، باعث پراکسیداسیون هاواریکوسل، افزایش سطح رادیکال
اسید هاي چرب غیر اشباع در ساختار غشاي سر اسپرم و قطعـه  
میانی شده و با تغییر در سیالیت غشا، باعث کاهش میزان تحرك 

).27(شوداسپرم می

شودمیهاییاسپرمتولیداختلال در فرآیند اسپرماتوژنز منجر به

سـطوح متفـاوتی از   ،علاوه بر نقـص در پارامترهـاي اسـپرمی   که
و افــزایش ســطح اســترس میــزان نقــص در ســاختار کرومــاتین 

بنـابراین در ایـن مطالعـه سـلامت     .نـد دهرا نشان میاکسیداتیو 
کروماتین اسپرم و سطح استرس اکسیداتیو نیز مورد ارزیابی قرار 

در این مطالعه، سلامت ژنـوم اسـپرم بـا اسـتفاده از روش     . گرفت
TUNEL وCMA3داري در گـروه  و اختلاف معنیبررسی شد

و DNAکه میزان آسیب طوريد، بهشواریکوسل و بارور مشاهده 
کمبود پروتامین در افراد مبتلا به واریکوسل در مقایسه بـا افـراد   
بارور بیشتر است که با نتـایج مطالعـات دیگـران در ایـن زمینـه      

، مـردان  )28(و همکـاران Blumerبر طبق نتایج . مطابقت دارد
در مقایسه بـا  DNAمبتلا به واریکوسل درصد بالاتري از آسیب 

گزارش کردند )29(و همکاران Fuseهمچنین . افراد سالم دارند
، در افراد نابارور مبـتلا بـه واریکوسـل در    DNAکه میزان آسیب 

طور قابـل  مقایسه با افراد نابارور بدون واریکوسل و افراد بارور، به
توان بیان کرد که یید موارد فوق میادر ت. اي بیشتر استملاحظه

در افراد مبتلا به واریکوسل فاکتورهاي مختلفی منجر بـه آسـیب   
DNAشود که ممکن است در هر یک از مراحل اسـپرماتوژنز  می

شرح هاي متعددي وجود دارد که بهدر این رابطه فرضیه. رخ دهد
عـدم  اسـپرم و یـا  هسـته درپروتـامین کمبـود ) 1: باشدزیر می

ــهجــایگزین ــامین ب ــه جــاي هیســتونی مناســب پروت در مرحل
هـاي فعـال   گونه)2. کندرا مستعد آسیب میDNAاسپرمیوژنز، 
اسپرم متصل شده و DNAبه بازهاي اتواند مستقیماکسیژن می

).11و 4(شودDNAسبب آسیب یسیا با فعال کردن آپوپتوز

 ـ مطالعات مختلف نشان می راي بررسـی  دهد که چنـدین روش ب
تــوان بــه اســترس اکســیداتیو وجــود دارد کــه از آن جملــه مــی

ماننـد  (ROSگیري مارکرهاي اختصاصـی و کلـی افـزایش   اندازه
آلدئید، پراکسید هیدروژن، نیتریک اکساید و پراکسـید  مالون دي
هـاي  اکسـیدانت گیـري ظرفیـت کـل آنتـی    و یا اندازه) هیدروژن
TAC: Total Antioxidant(پلاسما  Capacity) (گیـري  اندازه

در ). 30(اشـاره کـرد  ) هاي آنزیمی و غیر آنزیمـی اکسیدانتآنتی
گر مثبت با استفاده از نشانROSهاي این مطالعه، ارزیابی اسپرم

H2DCFDA گـر  و آنالیز فلوسایتومتري انجام شد که این نشـان
نتایج این مطالعـه نشـان   . داردH2O2حساسیت بالایی نسبت به 

عنـوان شـاخص   مثبـت بـه  ROSهد که درصد اسپرم هـاي  دمی
طـور  ، در گروه واریکوسل نسبت بـه افـراد بـارور بـه    ROSتولید 
ایـن نتیجـه مطـابق بـا نتـایج مطالعـات       . داري بالاتر اسـت معنی

دهنـد در مـردان نابـارور مبـتلا بـه      باشد که نشان میدیگري می
یو، نیتریـک اکسـاید و   واریکوسل، افزایش سطح استرس اکسیدات
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-پراکسیداسیون لیپید بیش از افراد نابارور بدون واریکوسـل مـی  
همچنین بسیاري از مطالعات بیان کردنـد کـه   ). 31و 21(باشد

در افراد واریکوسل علاوه بر افـزایش سـطح اسـترس اکسـیداتیو،     
منی نیـز نسـبت بـه افـراد بـارور      ها در مایعاکسیدانتمیزان آنتی
توان بیان کـرد کـه احتمـالا کـاهش     بنابراین می. بدیاکاهش می

تواند باعـث افـزایش سـطح    اکسیدانتی میهاي آنتیفعالیت آنزیم
منـی افـراد   استرس اکسیداتیو و بر هم خـوردن تعـادل در مـایع   

هاي براي مثال، آنزیم).32و 31(دشونابارور مبتلا به واریکوسل 
را بـر  H2O2ه سم زدایی کاتالاز و پراکسیداز گلوتاتیون که وظیف

عهده دارند، حساس به حـرارت مـی باشـند کـه افـزایش دمـاي       
فعـال شـدن   تواند منجر به کاهش فعالیت و یا غیراسکروتوم می

در نتیجه کاهش فعالیـت آنزیمـی ممکـن اسـت کـه      . ها شودآن
مشاهده شده در مـایع منـی   H2O2توجیهی براي افزایش سطح 

.)33(ریکوسل باشدافراد نابارور مبتلا به وا

واریکوسلمبتلا به افراد ناباروردرROSشدت در مطالعه حاضر، 
طبـق  . تـر اسـت  داري پـائین طـور معنـی  بـه بارور نسبت به افراد

بر روي افراد نابارور انجام )34(و همکارانAitkenاي که مطالعه
ــد، اســپرم ــهROSهــایی کــه دادن ــه مثبــت هســتند ب ــدریج ب ت

روند و پیش مییسو مرحله آخر آپوپتوزمثبتTUNELسمت
باعث مرگ سلولی شـده کـه   ROSدر نتیجه تولید بیش از حد 

. یابدکاهش میROSدر نهایت در این افراد، شدت 

در این مطالعه، در افـراد مبـتلا بـه واریکوسـل، ارتبـاط مثبـت و       
از . با کمبـود پروتـامین وجـود دارد   ROSداري بین شدتمعنی
ملکردهاي پروتامین، حفاظت و حمایت ژنـوم اسـپرم   ترین عمهم
، جاي هیسـتون بهنقص در جایگزین شدن پروتامینباشد، کهمی
تواند ژنوم را نسبت به عوامل اندوژن و اگزوژن نظیر نوکلئازها، می

پذیر نمایـد و در نتیجـه باعـث    هاي آزاد آسیبموتاژنها و رادیکال
). 10(افزایش شدت استرس اکسیداتیو شود

در این مطالعه، در افـراد مبـتلا بـه واریکوسـل، ارتبـاط مثبـت و       
و درصـد تحـرك   مثبـت ROSهاي داري بین درصد اسپرممعنی

داري بین درصد اسپرم وجود دارد، همچنین ارتباط منفی و معنی
بـر اسـاس   . وجـود دارد DNAمثبت با آسیبROSهاي اسپرم

پرم متحـرك، توانـایی   تئوري پیشنهاد شده در مقالات قبلی، اس ـ
تا سـطح فیزیولوژیـک، جهـت انجـام عملکردهـاي      ROSتولید 

فیزیولوژیک مانند فرآینـد ظرفیـت یـابی، تحـرك هـایپراکتیو و      
دست آمده بنابراین رابطه به). 34و 7(واکنش آکروزومی را دارد
دهنده حالت فیزیولوژیک خود تواند نشاناز نتایج این مطالعه، می

بیانگر این مسئله است که، اسپرمی که متحرك تر اسپرم باشد و
بالاتري جهت انجام فرآیند هاي فیزیولوژیک ROSاست از تولید 
بیشتر از آسـیب  ROSهایی با علاوه اسپرمباشد، بهبرخوردار می

DNAبنابراین . کمتري برخوردارندROS تولید شده احتمالا در
طح غیر فیزیولوژیک که در سسطح فیزیولوژیک بوده و در صورتی

. شدبود، احتمالا ارتباط عکس مشاهده می

همچنین در این مطالعه، در افـراد نابـارور مبـتلا بـه واریکوسـل،      
DNAداري بین کمبود پروتامین و آسـیب  ارتباط مثبت و معنی

در ایـن  توان بیان کرد که احتمـالا در این رابطه می. مشاهده شد
اسپرم و یـا نقـص در جـایگزینی    افراد کمبود پروتامین در هسته

جاي هیستون سبب کاهش تراکم کرومـاتین شـده و   پروتامین به
عبـارت دیگـر   بـه . دشواسپرم مستعد آسیب میDNAدر نتیجه

هـاي پروتـامین بیشـتر    در افراد داراي نقصDNAمیزان آسیب
توان بیان کرد که کمبود پروتامین منجـر بـه کـاهش    است و می

فیدي شده که این امـر موجـب آسـیب پـذیرتر     سولباندهاي دي
تـوان بـه نقـش حفـاظتی     بنابراین می). 4(دشومیDNAشدن 

هسـته اسـپرم   DNAپروتامین در جهت جلوگیري از آسیب بـه  
.اشاره کرد

ارتباط منفی و در این مطالعه، در افراد نابارور مبتلا به واریکوسل،
ــی ــین تحــرك اســپرم و آســیب  معن . داردوجــود DNAداري ب

ها بـه جـاي   جایگزینی پروتامینوسیلهبهاسپرمهستهکروماتین
متراکم شده و باعث ایجاد سر هیـدرودینامیک در  هیستون کاملا

تواند در افزایش سرعت حرکت اسپرم نقش که میشوداسپرم می
تـوان بیـان کـرد کـه کـاهش تـراکم و       در نتیجه می. داشته باشد

). 35(ك اسپرم دارد، تاثیر منفی بر تحرDNAآسیب 

درصد کمبـود پروتـامین   فقط بین ،باروردر این مطالعه، در افراد 
با غلظـت و تحـرك اسـپرم ارتبـاط    ) مثبتCMA3هاي اسپرم(

ده این مسئله اسـت  ندهد دارد، که نشانداري وجومعنیمنفی و
که انجام روند صحیح اسپرماتوژنز و جایگزینی مناسب پروتـامین  

، باعـث تولیـد تعـداد بیشـتر اسـپرم در بیضـه      جاي هیسـتون به
، همچنین روند صحیح جابجـایی هیسـتون بـا پروتـامین     شودمی

جـه تحـرك مناسـب    یمنجر به تـراکم صـحیح کرومـاتین و در نت   
.)13(شوداسپرم می

نتیجه گیري

دهـد کـه در افـراد مبـتلا بـه واریکوسـل       مطالعه حاضر نشان می
درصـد تحـرك اسـپرم و    پارامترهاي اسـپرمی از جملـه غلظـت،   
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. باشـد مورفولوژي طبیعی نسبت بـه افـراد بـارور پـائین تـر مـی      
، کمبود پروتامین و سطح اسـترس  DNAهمچنین میزان آسیب 

افزایش دما و اخـتلال  . اکسیداتیو نسبت به افراد بارور بالاتر است
ناشـی از  DNAاسترس اکسیداتیو و آسیب در روند اسپرماتوژنز،

عمده کاهش کیفیت مـایع منـی درایـن افـراد     استرس، از عوامل
می تواند موفقیت در باروري را تحت تاثیر قرار است که در نهایت 

. دهد
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Abstract

Aim: The aim of this study is to compare sperm parameters (concentration, motility and morphology),
DNA damage, percentage and intensity of ROS (Reactive Oxygen Species) and relationship between
these parameters in the fertile and infertile men with varicocele.

Material and Methods: In this study, the semen samples from 83 individuals with varicocele and 32
fertile men were studied. Sperm parameters according WHO (World Health Organization) guidelines,
protamine deficiency (chromomycin A3 staining), sperm DNA damage (TUNEL assay), percentage
and intensity of ROS (DCFH-DA staining) were assessed in fertile and infertile men with varicocele.

Results: The results of this study showed that sperm concentration, percentage of motility and normal
morphology were significantly lower in individuals with varicocele compared to fertile individuals. In
addition, percentage of sperm DNA damage, protamine deficiency and ROS positive were
significantly higher in infertile men with varicocele.

Conclusion: The increase of stress oxidative and testicular temperature in infertile men with
varicocele, lead to decrease the quality of sperm parameters as well as negative effects on sperm
chromatin integrity. Therefore the process of spermatogenesis and the rate of fertility were affected in
these individuals.
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